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INTRODUGAO:

A doenga de Chagas é uma antropozoonose causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
sendo uma das doengas endémicas mais importantes na América Latina (WHO, 2023). Em 2023
estimou-se que mais de 6 milhdes de pessoas estariam infectadas no mundo (OPAS, 2023). E
considerada uma doenga negligenciada pela falta de recursos governamentais e cientificos para sua
resolucéo, afetando principalmente pessoas com baixo poder aquisitivo e com maior dificuldade de
acesso aos servicos médicos (Brasil, 2022).

A transmissdo do patdgeno para o ser humano se da, especialmente, por vetores, a partir do
contato de lesdes da pele ou de mucosas com as fezes de insetos triatomineos infectados (Sangenis
et al., 2015). A transmissao oral da doenga vem ganhando bastante notoriedade, e se da pela da
ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi, como o caldo de cana e acgai (Filigheddu; Gorgolas;
Ramos, 2017).

Apenas dois farmacos foram aprovados para tratamento da doenga de Chagas: nifurtimox e
benzonidazol. Entretanto, os dois farmacos possuem eficacia limitada, devido a resisténcia de algumas
cepas aos mesmos, as individualidades de cada paciente, como susceptibilidade, idade e regido de
moradia, e a fase clinica no qual o paciente se encontra, sendo ambos mais efetivos na fase
aguda. Além disso, a duracdo do tratamento e as reagdes adversas, como anorexia, vomitos, diarreia
e hipersensibilidade, dificultam a adesao ao tratamento por parte dos pacientes (Pita; Pascutti, 2011).
Na maioria dos paises endémicos, inclusive o Brasil, apenas o benzonidazol € aprovado para o
tratamento da doenca, visto que o nifurtimox foi retirado do mercado por seus notorios efeitos

colaterais e eficacia incerta (Junior et al., 2017).
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O ciclo biolégico do parasita € heteroxénico, alternando entre vertebrados, como marsupiais,
roedores, animais domésticos e humanos (Martin-Escolano et al., 2022;), e insetos vetores
hematofagos, sendo os principais géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodinius (Gourbiére et al.,
2012).

O ciclo de vida do parasito pode ser dividido em trés: o silvestre, que ocorre entre os vetores e
0s animais presentes em seu ambiente natural; o peridoméstico, que é intermediado por animais que
se situam préximos dos ambientes domésticos (como roedores) e o ciclo doméstico, que se da entre o
homem e os animais domésticos, os quais atuam como reservatérios importantes para manutencao do
respectivo ciclo de vida (Coura; Dias, 2009). .

Os reservatérios sao espécies animais nos quais o agente etiolégico da doenca é capaz de se
multiplicar e atingir um novo hospedeiro. Nesse processo, o reservatério pode ou nado apresentar
danos ou sintomas da doenca, que depende de um equilibrio imunoldgico entre hospedeiro e o agente
etiolégico (Neves, 2019). Portanto, reservatorios favorecem a rede de transmissao do parasito, uma
vez que sdo capazes de se infectar e passar adiante as formas infectivas (Luiz; Roque; Jansen, 2014).

O monitoramento destes reservatorios se da a partir de técnicas que detectam a presenca do
parasita em seu organismo. Métodos para deteccdo do parasita tém sido desenvolvidos ao longo do
tempo, com inicio em métodos soroldgicos, xenodiagndsticos e hemocultura (Coura; Dias, 2009;
Portela-Lindoso; Shikanai-Yasuda, 2003), até métodos moleculares mais sensiveis, como a Reacgao
em Cadeia da Polimerase (PCR), a partir da forma convencional da técnica e de PCR quantitativo
(também conhecida como gqPCR, real-time PCR e PCR em tempo real) (Cummings; Tarleton, 2003;
Wincker et al., 1994).

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) € um método de amplificagdo de DNA in vitro,
baseado na replicagdo seletiva de sequéncias-alvo dentro de uma amostra (Mullis et al., 1986). A
técnica de PCR quantitativa (QPCR) se baseia na amplificacdo de fragmentos especificos de DNA,
aliada a uma sonda fluorescente especifica para amplificacado de DNA. Assim, é possivel indicar com
precisdo a amplificacdo do fragmento e determinar a quantidade de DNA amplificado (Pierce, 2016).
Esta técnica tem sido amplamente utilizada para detec¢do de T. cruzi, visto sua alta sensibilidade e
especificidade, sendo entdo altamente eficaz para a pesquisa do parasita e quantificacdo deste em
amostras biolégicas tanto de pacientes quanto de reservatorios (Enriquez et al., 2013; Wehrendt et al.,
2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os métodos moleculares utilizados para detecgao de T.
cruzi em reservatorios animais, a partir da técnica de qPCR disponibilizados na base de dados
PubMed no periodo de 2013-2023. A sensibilidade e especificidade de um par de primers descrito

dentre os artigos consultados foi testada, para averiguar a eficiéncia do método.

METODOLOGIA:
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1. Busca bibliografica: Foram feitas duas buscas na base de dados do PubMed. A
primeira utilizando os descritores: Trypanosoma cruzi, QPCR e animals, em que foram encontrados 108
artigos. Foi aplicado um filtro para que o resultado da busca se limitasse a artigos publicados de 2013
a 2023, excluindo, entao, 14 artigos. Os titulos e resumos desses artigos foram avaliados e com isso
foram considerados 19 artigos, pois atendiam a pergunta de pesquisa.

Para a segunda busca, foram utilizados os descritores: Trypanosoma cruzi, qPCR e reservoirs.
Foram encontrados 20 artigos, e, quando consideramos o periodo de analise, 2 artigos foram
excluidos. Os titulos e resumos desses artigos foram avaliados, e, com isso, foram excluidos 5 e 13
artigos selecionados para a leitura completa. Levando em consideragcdo os resultados das duas
buscas, 10 artigos foram comuns a ambas. Assim, no total foram selecionados 22 artigos para leitura
completa e elaboragao da pesquisa.

2. Teste de sensibilidade e especificidade de primers: Teste foi realizado utilizando a
sonda SYBR™ Green PCR Mastermix (Applied Biosystems), com primers TCZ-F
(5’-GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3') e TCZ-R (5-CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’). Para o teste
de sensibilidade, foi realizada uma diluicdo seriada, partindo de 100 ng de DNA (epimastigotas de
Trypanosoma cruzi) até 0,05 ng. Para testar a especificidade, foram realizados 3 controles negativos
para Leishmania spp.: L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum (100 ng de DNA para cada um
deles). A reacao foi acompanhada de um controle positivo (100 ng de DNA de T. cruzi) e um controle
negativo (com agua, sem DNA). Os produtos de gPCR foram analisados em gel agarose 2%, visando
a amplificacdo de um fragmento de 182 pb. Os dados da corrida de qPCR gerados pelo proprio

equipamento serdo analisados e apresentados.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A busca bibliografica resultou na selecado de 22 artigos, os quais os autores variam na escolha
de primers e condigbes experimentais para aplicacdo da técnica de gPCR. Algo comum para a grande
maioria deles € a auséncia de testes de reagdo cruzada com organismos que, por serem

filogeneticamente préximos de T. cruzi, podem gerar falsos positivos devido a semelhanga genética.
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familia de T. cruzi (Trypanosomatidae). Figura 1 — Produlos de gPCR visvalizados em gel de agarose.
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sensibilidade, Controle positivo, controle  negative e confroles
negativos para Leishmania spp. Fonte: autoria propria.
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Os produtos de qPCR foram analisados em gel de agarose (Figura 1), em que foi possivel
observar que, nas condigdes experimentais, houve a amplificagdo do fragmento e de bandas nao
especificas também. A amplificacdo nao apresentou perfil dose-dependente, porém a eficiéncia dos

primers se mantiveram independentemente da concentragdo de DNA.

Foi possivel também observar que, tanto o controle negativo (com agua) quanto os controles

para Leishmania spp. nao foram amplificados, evidenciando a especificidade dos primers.

CONCLUSOES:

Durante o periodo de 2013-2023 foram publicados 22 trabalhos que utilizaram a técnica de
gPCR para detecgao de T. cruzi em reservatérios animais. Nao havia um consenso entre as técnicas,
mesmo entre as que utilizavam os mesmos primers. Um outro ponto a ser ressaltado é que a maioria
nao realizou teste com parasitas do género Leishmania, onde é comum ter reagcdo cruzada com T.
cruzi. O protocolo de qPCR que adaptamos de uma das referéncias se mostrou sensivel, ndo teve
reacdo cruzada com 3 espécies de Leishmania, mas nao foi possivel estabelecer uma resposta

dose-dependente.
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